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研究成果の概要（和文）：　我々は根粒菌のプロテオーム解析、RNAseq解析から共生組織形成、窒素固定活性を制御す
る根粒菌、マメ科植物遺伝子群を同定し、根粒窒素固定活性を維持する代謝系、更に根粒老化についての機能解析を行
ってきた。その結果、根粒菌GS1遺伝子は根粒形成時には影響がないにもかかわらず根粒老化に大きな影響を与える事
を示した。またミヤコグサ根粒老化時の遺伝子発現の実態をマイクロアレーによって解析した。希少な植物糖の代謝解
析も当研究室では進めている。この共生維持に関与する遺伝子群を発現制御し、根粒菌セルフクローニング技術を開発
することによって環境中へ放出するための技術開発を行った。

研究成果の概要（英文）： We surveyed proteome and RNA seq analysis of nodule tissue formation and during 
aging using a legume plant (Lotus japonicum) and a rhizobium (Mesorhizobium loti). Cluster analysis of 
these gene expression profiles suggested the tissue and age specific metabolic genes of these organisms. 
The function of the tissue specific genes were surveyed using transgenic Lotus japonicum/meosrhizobium 
system. GS1 (glutamine synthetase I) gene of the M. loti was especially curious because the mutant showed 
strong effect to stumulate aging of the nodules. We studied the function of the gene and developed the 
technique to perform self-cloning of the gene in rhizobium.
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１．研究開始当初の背景 
マメ科作物での根粒組織形成を支配するシ
グナル伝達・ホルモン制御遺伝子群は近年急
速に明らかにされ、非マメ科重要作物への共
生窒素固定能付与が目標となっているが
（Oldroyd 2014）、植物細胞へ侵入した根粒
菌が植物免疫を制御する機構も活発に研究
されている（Hayashi et. al. 2014）。植物
免疫に関連する NO、活性酸素、カタラーゼ、
エフェクターなど根粒菌代謝シグナルは根
粒着生後、経時的に低下する窒素固定活性も
制御しており（Hanyuu 2009）、我々は根粒活
性発現維持のためには、植物が共生をキャン
セルする機構を解析し共生機能ファインチ
ューニングを行う技術開発が必須の課題で
あると考えた。また大腸菌に比べ根粒菌は分
子遺伝学ツールが限定されており、改良根粒
菌環境放出のためのセルフクローニング及
び組み換え菌同定技術開発も必須の課題に
なっていた。 
２．研究の目的 
根粒菌 Glutamine synthetase I(GS1)遺伝子
欠損が誘導する早期根粒老化の分子機構を、
RNA sequencing、マイクロアレー、植物メタ
ボローム手法を結びつけて解析し、根粒共生
系維持機構の実態解析を行った。 
２）ミヤコグサ菌、ダイズ菌において
scarless 組換え体を作成するセルフクロー
ニング技法を開発し、GS1 発現増幅株など遺
伝子組み換え菌接種栽培時の組み換え菌生
存性をメタゲノム手法で解析した。 
３．研究の方法 
（1） ミヤコグサ菌（Mesorhizobium loti）
の GS1、ダイズ菌（B. japonicum USDA110）
GS1 遺伝子について欠損株を作成し、それら
GS I 変異体 について感染処理後レオナルド
ジャーを用い、閉鎖温室で栽培することによ
って、種子形成までの生育表現型を調査した。
B. japonicum の STM変異体は部分的にしが存
在しないので、東北大学南澤研と連携して整
備した。M. loti GS1 のバクテロイド化に伴
う発現変動、呼吸活性、根粒老化抑制などを
示唆するデータは既に得られているので、ダ
イズ菌について同様の解析を進めた。 
特に発育時期全般にわたって解析するため、
大型のジャーを用い、自然条件に近い隔離温
室で栽培した。 
（2）上記の変異体で作成したミヤコグサ、
ダイズ根粒について、根粒菌マイクロアレー、
植物側の RNAseq に基づいたマイクロアレー
を発育時期別に解析し、根粒菌側、植物側遺
伝子発現のクラスター解析を行う。特に活性
酸素ラジカル発生に関与する遺伝子群の解
析を進めた。 
(3) 上記の変異体で作成したミヤコグサ、
ダイズ根粒について、根圏、根、根粒のメタ
ボローム解析を行った。 
（4）ゲノム DNA 配列データ及び我々がプロ

テオーム解析で得た根粒発育時期別根粒菌
遺伝子発現データの結果を利用して、上記遺
伝子プロモーター領域を解析し、セルフクロ
ーニング手法で組換え体を作成するための
プロモーター構造を選択し、過剰発現組換体
を作成した。 
４．研究成果 
申請者は根粒菌のポストゲノム解析を世界
に先駆けて行い、各根粒菌について根粒特異
的で窒素固定活性に影響のでる遺伝子の変異
体を用いて根粒組織形成、共生機能への影響

を網羅的に
検索し、共生
形質に影響
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は生物にお
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菌 GS1 欠損株は正常株に比べ、根粒着生早期
（4 週間）にミヤコグサ根粒の窒素固定活性
が低下するのみでなく、老化マーカーである
植物Cysteine protease遺伝子発現を誘導し、
窒素固定活性発現に関与する leghemoglobin
遺伝子発現を押さえている。 
共生現象は共生組織形成機構と主に、その
窒素固定活性維持機構が今後の研究課題とな
っており、開花・種子形成と共に植物体が共
生をキャンセルし、根粒を老化、壊死させる
機構の解明が必要である。これはミコリザや
他の共生菌活性とも関連する現象である。 
本研究では、植物体が根粒を必要としなく
なった時点で、どのような分子機構で老化を
誘導するのか、を解析するために、根粒菌 GS1
遺伝子欠損の影響を根粒菌・植物体マイクロ
アレー、メタボローム解析で調査するが、根
粒老化現象を根粒菌側炭素代謝・窒素代謝シ
グナルから解析する事は独創的な視点である。 
本研究の特色の二つ目はセルフクローニン
グ技術を根粒菌に適用し、環境放出に備えた
技術開発を行ったことである。セルフクロー
ニング技術は産業微生物において大きく発展
しており利用が進んでいるが、例えばマメ科
のモデル生物であるミヤコグサと根粒共生を
営むミヤコグサ根粒菌においては、人為的に
制御可能なプロモーターや温度感受性のプラ
スミドベクターは使えず、ゲノムを自由に操



作する条件が整っているとは言い難い状態で
ある。ダイズ菌では更に限定された手段しか
使えない状態である。 
この３年間で我々はミヤコグサ根粒菌の
MAFF303099 株に適用可能なメガヌクレアー
ゼ I-SceI を利用した方法及び FRT配列 (Flp 
Recognision Target) を標的とする組換え酵
素 FLP (flippase) を利用した方法の２種の
ツールを確立した。 
連携研究者が検討した第一の方法は、以下
の図に示したメガヌクレアーゼ I-SceI を利
用した方法である。まず、根粒菌では複製不
能な複製起点と I-SceI 標的配列（18bp）、カ
ナマイシン耐性遺伝子とを持つベクターを
作製、これに根粒菌ゲノム断片と任意の DNA
断片をクローン化後、根粒菌に導入、相同組
換えによりベクターごとゲノムに組み込ん
だ根粒菌株を作製する。次に、得られた菌株
中で、一過的にI-SceI遺伝子を発現させて、
ゲノム DNA に二重鎖切断を引き起こし、組換
え修復機構を利用することで、ゲノム内に余
剰配列を残さない操作を実現するものであ
る。 
従来根粒菌遺伝子を操作して表現型を検討
した報告例はあるが、安定性に問題があり、
種子形成を含め生育時期全般にわたって表現
型を確認した例はきわめて少ない。環境放出
を志向する根粒菌では必須な技術であるが報
告事例がなく、整備された根粒菌ゲノムリソ
ースを利用して、根粒菌を改良し環境中で利
用するための基礎的技術研究が必要であると
考える。 
本研究では学部で整備されている大型隔
離温室、特定網室を利用し改良根粒菌の土壌
中での安定性も検討した。 
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